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1. Εισαγωγή 
1.1. Ψυχανθή- Lotus Japonicus  
 
 Τα φυτά της τάξης των ψυχανθών ανήκουν στην οικογένεια των Χεδρωπών 
(Leguminosae) γνωστή επίσης και ως οικογένεια των Κυαμοειδών (Fabaceae). Η οικονομική 
σημασία των συγκεκριμένων φυτών για τον άνθρωπο είναι εξαιρετικά σημαντική. Πιο 
συγκεκριμένα στα ψυχανθή ανήκουν τα φασόλια (Phaseolus vulgaris), τα μπιζέλια (Pisum 
sativum), οι φακές (Lens culinaris) που είναι βασικά συστατικά της μεσογειακής δίαιτας καθώς 
και ο βίκος (Vicia ervilia) και η μηδική (Medicaqo sativa) που είναι βασικές ζωοτροφές. Έτσι 
έχει αποδειχθεί ότι αποτελούν τροφή πλούσια σε πρωτεΐνες, υδατάνθρακες και φυτικά έλαια και 
χρησιμοποιούνται εκτενώς στην βιομηχανία τροφίμων ως πρώτη ύλη.   
 Τα ψυχανθή λόγω της ικανότητας να δημιουργούν συμβιωτικές σχέσεις αποτελούν ένα 
χρήσιμο εργαλείο για την αειφόρο γεωργική ανάπτυξη. Μέσω της συμβίωσης με ριζόβια 
βακτήρια, τα ψυχανθή παρέχουν στα ίδια μία ανανεώσιμη πηγή αζώτου εμπλουτίζοντας 
ταυτόχρονα το έδαφος με άζωτο για τις επόμενες καλλιέργειες. Η συμβιωτική αζωτοδέσμευση 
που λαμβάνει χώρα στα φυμάτια των ψυχανθών αποτελεί με μεγάλη διαφορά την 
αποδοτικότερη, από πλευράς αζωτοδέσμευσης, συμβιωτική σχέση ανωτέρων φυτών με 
εξειδικευμένα βακτήρια [37]. Ένας σημαντικός στόχος της αειφόρου γεωργικής ανάπτυξης είναι 
η αξιοποίηση και η περαιτέρω βελτιστοποίηση της συμβιωτικής αζωτοδέσμευσης. Έτσι θα 
μπορέσει να περιοριστεί η χρήση λιπασμάτων που είναι πλούσια σε άζωτο [37]. Σημαντικά 
αποτελέσματα της βασικής έρευνας στο μηχανισμό εγκαθίδρυσης της συμβιωτικής σχέσης 
ριζοβίων- ψυχανθών που έχουν συσσωρευτεί τα τελευταία χρόνια έρχονται να δώσουν νέες 
διαστάσεις στη μελλοντική πιθανότητα μεταφοράς του μηχανισμού και σε άλλα καλλιεργούμενα 
φυτικά είδη [37]. Τα ψυχανθή μπορούν να συμβιώνουν και με μύκητες και έτσι απορροφούν 
αποτελεσματικότερα τον φώσφορο και άλλα σημαντικά θρεπτικά συστατικά του εδάφους [14]. 
Οι συμβιωτικές σχέσεις που εγκαθιδρύουν τα ψυχανθή στο ριζικό τους σύστημα, τους 
αποδίδουν συγκριτικό πλεονέκτημα έναντι άλλων φυτικών ειδών, ιδιαίτερα σε εδάφη τα οποία 
είναι φτωχά σε θρεπτικά συστατικά. Οι παραπάνω λόγοι συντέλεσαν στην επιλογή της 
καλλιέργειας ψυχανθών από τα αρχαία χρόνια μέχρι και σήμερα όπου η παγκόσμια παραγωγή 
ξεπερνάει τους 60 εκατομμύρια τόνους ετησίως και τα κατατάσσει στην τρίτη θέση στα φυτά 
μεγάλης καλλιέργειας. 
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 Τα ψυχανθή είναι ένα χρήσιμο εργαλείο και στην επιστημονική έρευνα. Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα είναι τα πειράματα του Mendel στο μπιζέλι (P. Sativum) μέσα από τα οποία τέθηκαν 
τα θεμέλια της σύγχρονης γενετικής. Τα πειράματα του Mendel υπέδειξαν το πόσο σημαντικό 
είναι ο οργανισμός που επιλέγεται ως μοντέλο για έρευνα να είναι εύχρηστος. Το P. Sativum 
είναι ένα διπλοειδές φυτό το οποίο ήταν λειτουργικό για τα πειράματα της κλασικής γενετικής. 
Όμως, αργότερα το μεγάλο γονιδίωμα αποτέλεσε εμπόδιο για την αποτελεσματική απομόνωση 
και ταυτοποίηση σημαντικών γονιδίων των ψυχανθών. Εδώ και περίπου 17 χρόνια το ψυχανθές 
Lotus Japonicus (εικόνα 1) έχει επιλεχθεί ως  οργανισμός-φυτικό μοντέλο για την μελέτη των 
ψυχανθών [14]. Άλλο ένα φυτό που χρησιμοποιείται ως μοντέλο για τα ψυχανθή είναι το 
Medicago truncatula. Η βασική διαφορά είναι ότι το M. truncatula αδυνατεί να σχηματίσει τα 
καθορισμένα φυμάτια που σχηματίζει το L. japonicus. Το L. Japonicus είναι ιδανικό φυτό-
μοντέλο για τα ψυχανθή καθώς:  
 είναι μικρό φυτό με μεγάλα και άφθονα λουλούδια και υψηλή παραγωγή σπόρων 
 είναι αυτογονιμοποιούμενο 
 είναι εύκολο να καλλιεργηθεί και έχει μικρό κύκλο ζωής (2 – 3 μήνες) 
 έχει μικρό μέγεθος γενώματος (472.1 Mb) και 
 είναι αποδοτικό στο μετασχηματισμό και την αναγέννηση από καλλιέργειες ιστού. 
 Το L. japonicus όπως αναφέρθηκε ανήκει στην 
οικογένεια των Leguminosae η οποία σήμερα αριθμεί 
περίπου 20.000 μέλη και είναι η τρίτη μεγαλύτερη 
οικογένεια αγγειόσπερμων. Είναι διπλοειδές με έξι 
απλοειδή χρωμοσώματα (n=6), ανήκει στην τάξη των 
Κυαμωδών (Fabales) και είναι δικοτυλήδονο.                                                                                         
Εικόνα 1: a) τα άνθη του L. japonicus. b)  
τα σπόρια του L. japonicus [14].  c) L. 
japonicus 2 μηνών στο οποίο διακρίνονται 
τα φυμάτια στις ρίζες του [14]. 
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1.2. Δευτερογενείς μεταβολίτες 
 
 Οι δευτερογενείς μεταβολίτες γνωστοί και ως φυσικά προϊόντα [7] απαρτίζουν μία 
μεγάλη ομάδα οργανικών ενώσεων που παράγουν τα φυτά. Ο ρόλος των δευτερογενών 
μεταβολιτών δεν είναι πλήρως καθορισμένος. Έχει βρεθεί ότι συμμετέχουν σε ποικίλες 
λειτουργίες όπως η άμυνα του φυτού έναντι παθογόνων μικροβίων και θηρευτών, η αντίδραση 
σε καταπονήσεις [4], η επικοινωνία μεταξύ παρακείμενων φυτών και η έλξη εντόμων που 
βοηθούν στην αναπαραγωγή των φυτών. Ως δευτερογενείς μεταβολίτες ορίζονται ενώσεις 
μικρού σχετικά μοριακού βάρους με περιορισμένη κατανομή στο φυτικό βασίλειο και που δεν 
παίζουν πρωταρχικό ρόλο στην ανάπτυξη και αύξηση του φυτού. Οι δευτερογενείς μεταβολίτες 
διαφέρουν από τους πρωτογενείς μεταβολίτες καθώς, εκτός από το γεγονός ότι δεν είναι 
ομοιόμορφα κατανεμημένοι στα φυτικά είδη, επίσης δεν έχουν κάποιο αναγνωρισμένο ρόλο στις 
διαδικασίες της φωτοσύνθεσης, αναπνοής, μεταφοράς διαλυμένων ουσιών, αφομοίωσης 
θρεπτικών ουσιών και διαφοροποίησης [1]. Οι δευτερογενείς μεταβολίτες προέρχονται από 
ενδιάμεσες ενώσεις του πρωτογενούς μεταβολισμού, παράγονται συνήθως σε επιμέρους ιστούς 
και  σε συγκεκριμένα αναπτυξιακά στάδια. Η παραγωγή των δευτερογενών μεταβολιτών 
αποτελεί μία συντονισμένη και ολοκληρωμένη δραστηριότητα των φυτικών κυττάρων. Επίσης, 
συνδέεται στενά με την ικανότητα διαφοροποίησης των κυττάρων [2]. 
 Οι δευτερογενείς μεταβολίτες κατατάσσονται στις παρακάτω ομάδες ανάλογα με το 
πρόδρομο μόριο του πρωτογενούς μεταβολισμού από το οποίο προέρχονται και τον περεταίρω 
μεταβολισμό του: 
1) Ενώσεις που περιέχουν άζωτο (Ν): Αυτές οι ενώσεις προέρχονται από αμινοξέα και είναι 
αλκαλοειδή,  μπεταλαΐνες, αμίνες, κυανογόνα γλυκοζίδια, θειογλυκοζίτες, αμυντικές 
πρωτεΐνες και αμίνες. 
2) Φαινυλπροπανοειδή: Συντίθενται από το αρωματικό αμινοξύ φαινυλαλανίνη το οποίο 
προέρχεται από το μονοπάτι του σισκεμικού. Η φαινυλαλανίνη μεταβολίζεται αρχικά σε 
κινναμικό οξύ  και στη συνέχεια παράγονται τα φαινυλπροπανοειδή. 
3) Βενζενοειδή:  Παράγονται από την φαινυλαλανίνη με αφαίρεση δύο ατόμων άνθρακα[3].  
4) Φλαβονοειδή: Παράγονται από την φαινυλαλανίνη και από το μηλονυλο-CoΑ [15]. 
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5) Τερπένια: Παράγονται ύστερα από σταδιακή συμπύκνωση μορίων ακετυλο- CoΑ μέσο 
της οδού βιοσύνθεσης του μεβαλονικού. 
 
1.3. Βιοσύνθεση τερπενίων 
 
 Έχουν βρεθεί πάνω από 25.000 είδη τερπενίων και τερπενοειδών. Η παραγωγή 
δευτερογενών μεταβολιτών είναι συνδεδεμένη με τους φυτικούς οργανισμούς. Παρόλα αυτά 
υπάρχουν και άλλων ειδών οργανισμοί που παράγουν δευτερογενείς μεταβολίτες, όπως ο 
μύκητας Hypericum perforatum που συνθέτει δύο είδη τερπενοειδών [5]. Τα τερπένια 
συμμετέχουν στην απάντηση του φυτού στις καταπονήσεις, στην έλξη των επικονιαστών και 
στην άμυνα απέναντι σε έντομα και φυτοφάγα ζώα. Επίσης, τα τερπένια μπορούν να 
επηρεάσουν την έκφραση των γονιδίων γειτονικών φυτών από αυτό που τα παράγει. Τα 
τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον πολλών ερευνητών έχει στραφεί στο ρόλο που έχουν τα 
τερπένια στην ατμόσφαιρα της γης. Βρέθηκε ότι οι παγκόσμιες εκπομπές ισοπρενίου, δηλαδή 
του πρόδρομου μορίου των τερπενίων, ανέρχονται στα 500 Tq (500.000.000 τόνοι) ετησίως [6]. 
Το ισοπρένιο είναι ένα μόριο  που αποτελείται από υδρογόνο και άνθρακα. Τέτοια μόρια 
ισοπρενίου περιλαμβάνονται στα τερπένια, ενώ στα τερπενοειδή έχει προστεθεί και οξυγόνο στο 
ισοπρένιο[7] (εικόνα 2). 
 
 
 
 
 Τα τερπένια είναι πολυμερή του ισοπρενίου και συγκεκριμένα της ενεργοποιημένης 
μορφής του που είναι το πυροφωσφορικό ισοπεντενύλιο (IPP). Το IPP αποτελείται από 5 άτομα 
άνθρακα (C5) και η ισομερής του μορφή είναι το πυροφωσφορικό διμεθυλοαλύλιο (DMAPP), 
(εικόνα 3).  
 
Εικόνα 2: Ισοπρένιο. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:50:31 EET - 137.108.70.7
9 
 
 
 
 
 
  
 
 Το ισοπρένιο αντιπροσωπεύει την δομική μονάδα των τερπενίων , τα ημιτερπένια (C5). 
Το  IPP  συμπυκνώνεται με το DMAPP για να σχηματιστεί το πυροφωσφορικό γερανύλιο 
(GPP). Το GPP είναι η πρόδρομη ένωση των μονοτερπενίων (C10). Όταν το GPP 
συμπυκνώνεται με IPP παράγεται πυροφωσφορικό φαρνεζύλιο (FPP). Το FPP είναι η πρόδρομη 
ένωση των σεσκιτερπενίων (C15). Όταν συμπυκνωθούν το FPP και το IPP παράγεται 
πυροφωσφορικό γερανυλο-γερανύλιο (GGPP). Το GGPP είναι η πρόδρομη ένωση των 
διτερπενίων (C20). Η συμπύκνωση δύο FPP με την δράση του ενζύμου συνθάση του 
σκουαλενίου  (SQS) οδηγεί στην παραγωγή του σκουαλενίου το οποίο είναι η πρόδρομη ένωση 
των τριτερπενοειδών  (C30). Ενώ η συμπύκνωση δύο πυροφωσφορικών γερανυλο-γερανυλίων 
έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή της φυτοΐνης η οποία είναι πρόδρομος ένωση των 
τετρατερπενίων (C40) [1,7,8] (σχήμα 1).  
 
Εικόνα 3: a) πυροφωσφορικό ισοπεντενύλιο (IPP). b) πυροφωσφορικό διμεθυλοαλύλιο (DMAPP). 
Την αντίδραση ισομερίωσης μεταξύ των IPP  και DMAPP καταλύει το ένζυμο ισοπεντενυλο-
πυροφοσφορική ισομεράση (isopentenyl pyrophosphate isomerase). 
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1.4. Βιοσύνθεση τριτερπενοειδών 
 
 Δεν έχει μελετηθεί πλήρως η βιολογική σημασία των τριτερπενοειδών στους φυτικούς 
οργανισμούς. Αρκετά φυτά συσσωρεύουν ποσότητες τριτερπενοειδών σαπωνινών στους ιστούς 
τους και κυρίως στις ρίζες τους [24]. Μελετήθηκαν γλυκοσίδια τριτερπενίων τα οποία 
παρουσιάζουν αντιμυκητισιακή δράση [24, 25, 26]. Κάποια έχουν και επιπλέον δράσεις όπως 
για παράδειγμα οι σαπωνίνες του φασολιού οι οποίες φαίνεται να ελέγχουν τον γεωτροπισμό και 
να συμμετέχουν στη σύνθεση σελουλόζης (cellulose) [27, 28].  
  Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το πρόδρομο μόριο για την σύνθεση τριτερπενοειδών 
είναι το σκουαλένιο. Το σκουαλένιο μετατρέπεται σε 2,3 οξειδοσκουαλένιο με τη δράση του 
ενζύμου εποξειδάση του σκουαλενίου (SQE). Στη συνέχεια οι κυκλάσες του οξειδοσκουαλενίου 
(OSCs) μετατρέπουν το  2,3 οξειδοσκουαλένιο σε ενδιάμεσα προϊόντα για την παραγωγή 
στερολών, στεροειδών και τριτερπενοειδών σαπωνίνων (σχήμα 2). Το σημείο-κλειδί για την 
μετάβαση από τον πρωτογενή στον δευτερογενή μεταβολισμό των φυτών είναι η κυκλοποίηση 
Σχήμα 1: Βιοσύνθεση τερπενίων και οι κυριότερες υποκλάσεις τους. 
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του 2,3 οξειδοσκουαλενίου [23]. Η β-αμυρίνη και η λουπεόλη είναι από τις πιο γνωστές 
τριτερπενοειδείς αλκοόλες. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 2: Βιοσύνθεση τριτερπενοειδών [8]. 
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1.5. OSCs- κυκλάσες του οξειδοσκουαλενίου 
  
 Οι περισσότερες μελέτες για να χαρακτηριστούν οι OSCs των φυτών έγιναν σε 
αγγειόσπερμα. Στους ευκαρυώτες, οι OSCs μετατρέπουν το 2,3 οξειδοσκουαλένιο σε κυκλικές 
τριτερπενοειδείς αλκοόλες με το πολύ έξι δακτυλίους.  Τα κυκλικά τριτερπενοειδή 
δημιουργούνται ύστερα από πρωτονίωση και άνοιγμα του δακτυλίου του οξιρανίου του 2,3 
οξειδοσκουαλενίου, κυκλοποίηση, ανακατανομή της ανθρακικής αλυσίδας  και τελική 
αποπρωτονίωση ή ενυδάτωση του μορίου. Αντίθετα, στους προκαρυώτες τα κυκλικά 
τριτερπενοειδή δημιουργούνται ύστερα από κυκλοποίηση του σκουαλενίου από τις κυκλάσες 
του σκουαλενίου, ένζυμα τα οποία δεν βρίσκονται στα αγγειόσπερμα [9]. Τα φυτά βιοσυνθέτουν  
διάφορα είδη τριτερπενοειδών και κωδικοποιούν για πολλές OSCs. Χαρακτηριστικά στον 
πίνακα 1 αναφέρονται κάποιοι οργανισμοί και ο αριθμός των OSCs που κωδικοποιεί το γένωμά 
τους.  
Οργανισμός Αριθμός OSCs 
Arabidopsis thaliana 13 
Oryza sativa 9 
Lotus japonicus 8 
  
 
 Στα φυτά οι OSCs σχηματίζουν δύο κύρια ενδιάμεσα κατιόντα κατά την βιοσύνθεση των 
κυκλικών τριτερπενοειδών: το ενδιάμεσο κατιόν του προτεστερυλίου (protosteryl cation) με 
διαμόρφωση ανάκλιντρου-λουτήρα-ανάκλιντρου ή το ενδιάμεσο κατιόν του νταμαρενυλίου 
(dammarenyl cation) με διαμόρφωση ανάκλιντρου-ανάκλιντρου-ανάκλιντρου. Τα τελευταία 
χρόνια , σε μελέτες του γονιδιώματος του Arabidopsis βρέθηκαν δύο νέα ένζυμα , το THA1 και 
το MRN1. Αυτά τα ένζυμα έχουν το 2,3 οξειδοσκουαλένιο ως υπόστρωμα και  προωθούν τον 
σχηματισμό ανθρακικών δομών οι οποίες δεν είναι πλήρως κυκλοποιημένες. Το THA1 
συμμετέχει στο σχηματισμό της τρικυκλικής αλκοόλης θαλιανόλη και το MRN1 συμμετέχει στο 
σχηματισμό της μονοκυκλικής αλδεΰδης μαρνεράλη (σχήμα 2).  
 
 
 
 
Πίνακας 1 
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 Ως αναφορά την πορεία της βιοσύνθεσης τριτερπενοειδών μετά τον σχηματισμό του 
κατιόντος του προτεστερυλίου, τα ένζυμα που συμμετέχουν σε αυτή την πορεία παρουσιάζουν 
μεγάλη ομολογία μεταξύ τους. Η συνθάση της κυκλοαρτενόλης (CAS) είναι το κυριότερο 
ένζυμο αυτής της ομάδας OSCs. Η CAS μετατρέπει το κατιόν του προτεστερυλίου σε 
κυκλοαρτενόλη. Η κυκλοαρτενόλη είναι πρόδρομη ένωση για την παραγωγή μεμβρανικών 
στερολών και φυτοορμονών. Ομόλογες συνθάσες της CAS των φυτών έχουν βρεθεί σε βακτήρια 
και στην αμοιβάδα.  Η συνθάση της λανοστερόλης (LSS) μοιάζει πολύ με την CAS και καταλύει 
τον σχηματισμό της λανοστερόλης από το κατιόν του προτεστερυλίου. Η LSS απαντάται σε 
αρκετά γένη φυτών, αλλά όχι τόσο συχνά όσο η CAS. Το προϊόν της LSS, δηλαδή η 
λανοστερόλη, έχει βρεθεί εκτός των φυτών σε ζώα, μύκητες καθώς και στην οικογένεια των 
trypanosomatids. Επιπλέον, υπάρχουν αρκετά ένζυμα τα οποία έχουν προκύψει κατά την εξέλιξη  
ύστερα από διπλασιασμό και διαφοροποίηση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την CAS. Ένα 
τέτοιο ένζυμο είναι και η συνθάση της κουρκουβιταδιενόλης (CPQ). Η εξελικτική απόκλιση των 
φυτικών συνθασών LSS και CPQ από την αρχική CAS είναι μικρή. 
 Οι OSCs που συμμετέχουν στη βιοσύνθεση τριτερπενοειδών αλκοολών μέσω του 
κατιόντος του νταμαρενυλίου, σε αντίθεση με τα παραπάνω, δεν παρουσιάζουν πολύ μεγάλη 
ομοιότητα μεταξύ τους. Αυτή η κατηγορία OSCs απαντάται μόνο σε φυτά που έχουν αγγειακό 
σύστημα, στα τραχεόφυτα. Οι κυριότερες OSCs που χρησιμοποιούν το ενδιάμεσο κατιόν του 
νταμαρενυλίου για την βιοσύνθεση τριτερπενοειδών είναι η συνθάση της λουπεόλης και η 
συνθάση της β-αμυρίνης. Επίσης, σε αυτή την κατηγορία OSCs ανήκουν και πολυλειτουργικές 
συνθάσες οι οποίες παράγουν μείγματα προϊόντων. Η συνθάση της λουπεόλης καταλύει την 
κυκλοποίηση του 2,3 οξειδοσκουαλενίου σε ενδιάμεσο κατιόν του νταμαρενυλίου και στη 
συνέχεια σε λουπεόλη. Η πορεία σύνθεσης της λουπεόλης αναφέρεται πιο αναλυτικά παρακάτω.  
Η συνθάση της β-αμυρίνης καταλύει και αυτή την κυκλοποίηση του 2,3 οξειδοσκουαλενίου 
προς το ενδιάμεσο κατιόν του νταμαρενυλίου και στη συνέχεια μοιράζεται τα βήματα του 
μονοπατιού της σύνθεσης της λουπεόλης έως και την δημιουργία του λουπιλ-κατιόντος (lupyl 
cation). Κατόπιν, η συνθάση της β-αμυρίνης καταλύει την περαιτέρω διαμόρφωση της 
ανθρακικής αλυσίδας του υποστρώματος και τη δημιουργία ανθρακικών δακτυλίων ώστε μετά 
από αποπρωτονίωση να δημιουργηθεί τελικά η β-αμυρίνη. Μία ακόμα γνωστή τριτερπενοειδής 
αλκοόλη που παράγεται από το ενδιάμεσο κατιόν του νταμαρενυλίου είναι η α-αμυρίνη (εικόνα 
3).  
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 Τα τελευταία χρόνια μελετηθήκαν οι λειτουργίες διάφορων OSCs με κλωνοποίηση και 
έκφρασή τους σε κύτταρα ζύμης [29]. Μεταξύ αυτών, μελετήθηκε η συνθάση της λουπεόλης 
από το Olea europea (ελιά) [22], το Taraxacum offinale [22] και το Arabidopsis thaliana [18]. 
Ακόμη, χαρακτηρίστηκαν και πολυλειτουργικές OCSs από το P. vulgaris και το A. thaliana οι 
οποίες συνθέτουν α-αμυρίνη και β- αμυρίνη η πρώτη [31] και α- αμυρίνη, β-αμυρίνη και 
λουπεόλη η δεύτερη [30, 32]. Μελέτη της έκφρασης γονιδίων OSCs όπως της συνθάσης της 
λουπεόλης, της συνθάσης της α-αμυρίνης και της συνθάσης της β-αμυρίνης στα φυτικά μοντέλα 
L. japonicus, M. truncatula και P. sativum έδειξε ότι αυτά τα γονίδια εκφράζονται διαφορετικά 
στους διάφορους ιστούς [23]. Αυτά τα γονίδια φάνηκε να έχουν διαφορετικό πρότυπο έκφρασης 
και κατά τον σχηματισμό των φυματίων. Αυτό οδήγησε στο συμπέρασμα ότι αυτά τα ένζυμα 
μπορεί να έχουν διάφορους ρόλους στην φυσιολογία και στην ανάπτυξη του φυτού [23]. 
  
 
 
 
  Η β-αμυρίνη, η λουπεόλη και η α-αμυρίνη είναι σαπωνίνες [12]. Οι σαπωνίνες είναι 
γλυκοσίδια τριτερπενίων (triterpene glycosides). Ένα παράδειγμα αυτής της κατηγορίας 
δευτερογενών μεταβολιτών αποτελεί η αντιμυκητισιακή αβενασίνη η οποία βρίσκεται στις ρίζες 
του φυτού της βρώμης (Avena strigosa) [10,11]. Οι σαπωνίνες ονομάστηκαν έτσι γιατί όταν 
αναμειχτούν με νερό παράγεται αφρός, όπως γίνεται με το σαπούνι [12]. Τα τριτερπενοειδή και 
οι τριτερπενοειδείς  σαπωνίνες θεωρείται ότι συμμετέχουν στο σύστημα άμυνας του φυτού 
απέναντι στα παθογόνα μικρόβια και στα έντομα. Επιπρόσθετα, οι σαπωνίνες χρησιμοποιούνται 
κατά την παραγωγή φαρμάκων, γλυκαντικών, απορρυπαντικών και καλλυντικών [16].   
 
Εικόνα 3: Τα τριτερπενοειδή  β-αμυρίνη (1), λουπεόλη (2) και α-αμυρίνη (3) στο A. thaliana [13]. 
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1.6. Η συνθάση της λουπεόλης 
 
 Η συνθάση της λουπεόλης, η οποία συχνά συμβολίζεται ως LUS, είναι μία ισομεράση με 
δράση ενδομοριακής τρανσφεράσης. Οι ισομεράσες προκαλούν ανακατατάξεις δεσμών και 
ομάδων μέσα στα υποστρώματά τους. Η LUS έχει τον ενζυμικό αριθμό EC 5.4.99.Β3 και 
μεταφέρει ομάδες οι οποίες δεν είναι αμινομάδες, ακυλομάδες ή φωσφορικές ομάδες από ένα 
τμήμα ενός μορίου στο ίδιο το μόριο.  
 Η συνθάση της λουπεόλης καταλύει την κυκλοποίηση του 2,3 οξειδοσκουαλενίου σε 
κατιόν του νταμαρενυλίου και επάγει την επέκταση της ανθρακικής αλυσίδας ώστε να 
δημιουργηθεί ένας νέος ανθρακικός δακτύλιος. Πιο αναλυτικά, αρχικά η LUS προσθέτει 
ηλεκτρόνια στο μόριο του 2,3 οξειδοσκουαλενίου ώστε να διασπαστούν οι δεσμοί οξυγόνου με 
τον πρώτο ανθρακικό δακτύλιο και να δημιουργηθεί ο δακτύλιος A. Παράλληλα, η LUS 
κυκλοποιεί περαιτέρω την ανθρακική αλυσίδα ώστε να σχηματιστούν οι δακτύλιοι B,C και D. 
Έτσι σχηματίζεται το κατιόν του νταμαρενυλίου. Στη συνέχεια, η LUS αναδιαμορφώνει την 
ανθρακική αλυσίδα του κατιόντος του νταμαρενυλίου κα σχηματίζει το baccharrenyl cation. Η 
διαμόρφωση του baccharrenyl cation είναι τέτοια που επιτρέπει την δημιουργία του Ε δακτυλίου 
ύστερα από κυκλοποίηση με τη δράση της LUS. Έτσι, παράγεται το λούπενιλ-κατιόν (lupenyl 
cation) ή αλλιώς λουπιλ-κατιόν (lupyl cation). Τελικό στάδιο της διαδικασίας, ώστε να παραχθεί 
η λουπεόλη (lupeol), είναι η αποπρωτονίωση του κατιόντος (μεθυλομάδα) στη θέση C-29 με την 
δράση της LUS [9, 17, 18].   
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1.7. Το ενεργό κέντρο της συνθάσης της λουπεόλης.                                                         
 
 Η περιοχή του ενεργού κέντρου της συνθάσης της λουπεόλης η οποία προσδίδει την 
εξειδίκευση για την παραγωγή της λουπεόλης είναι το εξαπεπτίδιο MLCYCR  [19]. Στην εικόνα 
5 φαίνεται η αμινοξική αλληλουχία της συνθάσης της λουπεόλης καθώς και το εξαπεπτίδιο 
MLCYCR.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4: Βιοσύνθεση της 
λουπεόλης με την δράση της 
συνθάσης της λουπεόλης 
(LUS). 
>BAE53430.1 
MWKLKVAEGGKGLVSVSNFIGRQHWVFDPNAGTPQEHEEIERMRQEFTKNRFSIKQ
SADLLMRMQLRKENPCGPIPPAVKLRDVEKVTAEALITTIRRSITFYSSIQAHDGHWP
AESAGPLFFVQPLVMALYITGSLDDVLGPQHKKEIIRYLYNHQNEDGGWGFHIEGHS
TMFGSALSYIALRVLGQSLEDGEDMAVARGRKWILDHGGLVAIPSWGKFWVTVLG
VYEWSGCNPLPPEFWLLPKIFPIHPGKMLCYCRLVYMPMSYLYGKKFVGPITALVR
SLRKELYNEPYDRVDWNKARNTVAKEDLYYPHPLIQDMLWGFLHHVGERVLNTWP
FSMLRQKAIEVAINHVRYEDETTRYLCIGSVEKVLYLIARWVEDPNSEAYKLHLARIP
DYFWLAEDGLKIQSFGCQMWDAAFAIQAILSGNVSEEYGPTLKKAHHFVKASQVR
ENPSGDFKAMYRHISKGAWTFSMHDHGWQVSDCTAEGLKVALLLSEMSDDLVGA
KMETEQFYDAVNVILSLQSSNGGFPAWEPQRAYQWLEKFNPTEFFEETLIEREYVEC
TGSAMQALALFRKLYPKHRRKEIDRCISKAIRYIENTQNPDGSWYGCWGICYTYGT
WFAVEGLTACGKNFQNSVTLRRACKFLLSKQLPNGGWGESYLSSQDKVYTNIEGKR
ANLVQSSWALLSLMRAGQAEIDPTPIHRGIRLLINSQMDDGDFPQQEITGVFMRNCT
LNYSSYRNIFPIWALGEYRRRVLCA 
 
Εικόνα 5:  Η αμινοξική αλληλουχία της συνθάσης της λουπεόλης στο L. japonicus. Το εξαπεπτίδιο 
MLCYCR είναι υπεύθυνο για την παραγωγή της λουπεόλης. L= λευκίνη, Υ= τυροσίνη. Στην ηλεκτρονική 
βάση δεδομένων DDBG/GenBank/EMBL ο κωδικός BAE53430.1 αφορά την ταυτότητα (id) της 
συνθάσης της λουπεόλης του L.japonicus. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:50:31 EET - 137.108.70.7
17 
 
Εικόνα 6 
 Συγκεκριμένα, η αλειφατική πλευρική ομάδα της λευκίνης (Leu256) σταθεροποιεί το 
λουπενιλ-κατιόν ώστε να ακολουθήσει αποπρωτονίωση της μίας μεθυλομάδας  του Ε δακτυλίου 
του λουπενιλ-κατιόντος (εικόνα 4) με παρεμβολή H2O [19,20]. Το αμινοξύ τυροσίνη (Tyr258) 
φαίνεται να προσδίδει σταθερότητα στον νεοσχηματιζόμενο Ε δακτύλιο ώστε η LUS να δίνει 
πεντακυκλικό προϊόν [19]. Στην εικόνα 6 διακρίνεται η συμβολή της λευκίνης (Leu256) και της 
τυροσίνης (Tyr258) του ενεργού κέντρου της συνθάσης της λουπεόλης κατά την μετατροπή του 
λουπενιλ-κατιόντος σε λουπεόλη [19]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Στον πίνακα 2 [33] φαίνεται το εξαπεπτίδιο MLCYCR του ενεργού κέντρου της 
συνθάσης της λουπεόλης διαφόρων φυτών. Τα υπολείμματα 412SerPhe415, τα οποία 
σημειώνονται στον πίνακα (●●), παίζουν ρόλο στην διαφορετική καταλυτική δραστηριότητα της 
συνθάσης της λουπεόλης και της συνθάσης της β-αμυρίνης από αυτή της συνθάσης της 
κυκλοαρτενόλης και της συνθάσης της λανοστερόλης. Επίσης, η Lys449 φαίνεται να είναι και 
αυτή σημαντική για την εξειδικευμένη παραγωγή του προϊόντος. Ακόμη, συγκρίνονται οι 
αμινοξικές αλληλουχίες διαφόρων συνθασών της β-αμυρίνης καθώς και διαφόρων 
πολυλειτουργικών συνθασών οι οποίες μεταξύ των άλλων μπορεί να παράγουν και λουπεόλη. 
Για παράδειγμα η LjAMY2 του L. japonicus παράγει β-αμυρίνη και λουπεόλη. 
 
 
     
Εικόνα 6:  Η συμβολή της λευκίνης (Leu256) και της τυροσίνης (Tyr258) του ενεργού κέντρου της 
συνθάσης της λουπεόλης από την  Olea europaea (OEW) κατά την μετατροπή του λουπενιλ-κατιόντος σε 
λουπεόλη [19]. 
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1.8. Οι δύο κλάδοι της συνθάσης της λουπεόλης. 
 
 Από μελέτες σύγκρισης της αλληλουχίας  της συνθάσης της λουπεόλης στο A. thaliana, 
στο O. europaea και  T. officinale (τα ονόματα των συνθασών είναι LUP1, OEW και TRW 
αντίστοιχα) βρέθηκε ότι ενώ η OEW και η TRW είναι όμοιες κατά 78 % , η LUP1 έχει μόνο 
κατά 57 % ομοιότητα με τις OEW και TRW [21,22]. Έτσι φαίνεται να υπάρχουν δύο κλάδοι 
συνθασών της λουπεόλης (εικόνα 7) [21,22]. 
 
 
Πίνακας 2: Σύγκριση των αμινοξικών αλληλουχιών γύρω από τα σημαντικά 
υπολείμματα των βAS (συνθάση της β-αμυρίνης), LUS (συνθάση της 
λουπεόλης) και  MFS (πολυλειτουργική συνθάση) διαφόρων φυτών [33].  
Πίνακας 2 
 
Εικόνα 7: Φυλογενετικό δέντρο φυτικών OSCs. Οι αποστάσεις μεταξύ των κλώνων και των κλάδων 
υπολογίστηκαν  με το πρόγραμμα CLUSTAL W (the indicated scale represents 0.1 amino acid substitution 
per site) [22]. Διακρίνεται η LUP1 η οποία βρίσκεται σε διαφορετικό κλάδο από τις OEW και TRW. 
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 Οι δύο κλάδοι συνθασών της λουπεόλης, οι οποίοι είτε δημιουργήθηκαν κατά την 
εξέλιξη των φυτών είτε η ύπαρξή τους οφείλεται σε γενετικό θόρυβο [22], χωρίζονται ως εξής: 
i. Ο κλάδος που περιλαμβάνει την OEW και την TRW μπορεί να θεωρηθεί  ότι 
εκπροσωπεί τους κλώνους της αυθεντικής συνθάσης της λουπεόλης [22]. Οι αυθεντικές 
συνθάσες της λουπεόλης έχουν ευρεία κατανομή ανάμεσα στα είδη του φυτικού 
βασιλείου [22]. Οι OEW και TRW κατά την αποπρωτονίωση του λουπενιλ-κατιόντος 
αφαιρούν συγκεκριμένα το πρωτόνιο του (Ζ)-μεθυλίου του 2,3 οξειδοσκουαλενίου το 
οποίο προέρχεται από τον C6 του μεβαλονικού [21,22] (εικόνα 8). 
ii. Ο άλλος κλάδος περιλαμβάνει την LUP1. Η LUP1 πιθανώς να βρίσκεται σε στάδιο 
μετάβασης από ένζυμο με ενεργότητα συνθάσης της λουπεόλης  σε κάποιο άλλο 
άγνωστο μέχρι στιγμής ένζυμο που συνθέτει τριτερπένια [22]. Η LUP1 κατά την 
αποπρωτονίωση του λουπενιλ-κατιόντος αφαιρεί το πρωτόνιο μη ειδικά από την μία εκ 
των δύο μεθυλομάδων του Ε δακτυλίου του 1,2 οξειδοσκουαλενίου με ίση πιθανότητα 
[21,22] (εικόνα 8). 
 
 
Εικόνα 8: Το στάδιο της τελικής αποπρωτονίωσης του λουπενιλ-κατιόντος κατά τον σχηματισμό λουπεόλης με 
την δράση των συνθασών της λουπεόλης OEW ( O. europaea) , TRW (T. officinale) και  LUP1 (A. thaliana). Η 
LUP1 προκαλεί μη ειδική αποπρωτονίωση σε αντίθεση με την OEW και την TRW.  
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 Στο φυλογενετικό δέντρο της εικόνας 9 η συνθάση της λουπεόλης του L. japonicus 
OSC3 LUS βρίσκεται πολύ πιο κοντά φυλογενετικά στις συνθάσες της λουπεόλης OEW και 
TRW σε σχέση με την συνθάση της λουπεόλης του A. thaliana At1g78970/LUP1. H 
At1g78970/LUP1 είναι μία πολυλειτουργική συνθάση η οποία δεν παράγει λουπεόλη ως 
μοναδικό προϊόν. Συμπερασματικά η συνθάση της λουπεόλης του L. japonicus ίσως ανήκει στον 
πρώτο κλάδο των συνθασών της λουπεόλης (i). Ως συνέπεια αυτού, η συνθάση της λουπεόλης 
του L. japonicus θα ακολουθεί και αυτή τον τρόπο αποπρωτονίωσης του υποστρώματος που 
έχουν οι συνθάσες OEW και TRW. 
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Εικόνα 9:  Φυλογενετικό δέντρο φυτικών OSCs. Οι αποστάσεις μεταξύ των αμινοξικών αλληλουχιών 
υπολογίστηκαν  με το πρόγραμμα CLUSTAL W (The indicated scale represents 0.1 amino acid substitutions 
per site. Numbers indicate bootstrap values from 1000 replicates.) [33]. 
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1.9. Η συνθάση της λουπεόλης στο Lotus Japonicus. 
  
  Στο L. japonicus έχουν μελετηθεί δύο OSCs που καταλύουν τον σχηματισμό της 
λουπεόλης. Αρχικά μελετήθηκε η πολυλειτουργική OSC LjAMY2 σε κύτταρα ζύμης στα οποία 
εισήχθη ολόκληρο το μήκος cDNA της LjAMY2 [23]. Αυτή  η πολυλειτουργική OSC είναι το 
πρώτο ένζυμο που βρέθηκε ότι παράγει δύο κύρια προϊόντα σε σχεδόν ισάξιες ποσότητες, την 
λουπεόλη και την β-αμυρίνη, καθώς και κάποια άλλα προϊόντα σε μικρότερες ποσότητες [23]. 
Στη συνέχεια μελετήθηκε μία άλλη αμινοξική αλληλουχία της οποίας το cDNA εισήχθη σε 
κύτταρα ζύμης και έδωσε ως μοναδικό προϊόν λουπεόλη [9]. Το γονίδιο αυτής της συνθάσης 
είναι το OSC3 [9] και κωδικοποιεί για μία συνθάση της λουπεόλης η οποία παρουσιάζει μεγάλη 
ομοιότητα με την συνθάση της λουπεόλης του Glycyrrhiza glabra (86%) [33]. Επίσης, στην ίδια 
μελέτη αναφέρεται και το όνομα του γονιδίου που κωδικοποιεί για την LjAMY2, το OSC8 [33]. 
Στον πίνακα 3 αναγράφονται τα γονίδια των OSCs του L. japonicus και τα προϊόντα τους. 
 
 
  
 
  
 Το γονίδιο της αυθεντικής συνθάσης της λουπεόλης στο L. japonicus είναι το OSC3, με 
ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσής μεγέθους 2268bp (εικόνα 5). Το OSC3 κωδικοποιεί για πρωτεΐνη 
μήκους 755αα και βρίσκεται στον γενωμικό κλώνο LjT43B09 ο οποίος εντοπίζεται στο 
χρωμόσωμα 2 (εικόνα 10) [9]. Το γονίδιο της συνθάσης της λουπεόλης OSC3 φαίνεται να 
υπάρχει σε ένα μόνο αντίγραφο στο γονιδίωμα του L. japonicus [9]. 
Πίνακας 3: Τα γονίδια των OSCs του L. japonicus, οι αντίστοιχοι γενωμικοί κλώνοι και τα προϊόντα τους. Η 
μελέτη έγινε με κλωνοποίηση των αντίστοιχων cDNA  με RT-PCR [9]. 
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  Στην εικόνα 11 φαίνεται η έκφραση των OSCs γονιδίων στους διάφορους ιστούς  του 
ώριμου L. japonicus [9]. Το μετάγραφο του OSC3 που κωδικοποιεί για την συνθάση της 
λουπεόλης συσσωρεύεται κυρίως στις ρίζες και στα ριζικά φυμάτια [9, 23].  Τα γονίδια OSC1, 
OSC4  και OSC8 έχουν περισσότερο από 90% ομοιότητα στην κωδική τους αλληλουχία. 
Παρόλα αυτά, αυτά τα γονίδια έχουν διαφορετικά μοτίβα έκφρασης ανάμεσα στα όργανα του 
φυτού, κάτι το οποίο υποδηλώνει ότι η έκφρασή τους ρυθμίζεται ξεχωριστά [9]. Παρατηρείται 
δηλαδή οργανοειδική  έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις συνθάσες των 
τριτερπενοειδών, συμπεριλαμβανομένου και του γονιδίου που κωδικοποιεί για την συνθάση της 
λουπεόλης. Πιθανώς η λουπεόλη εμπλέκεται σε κάποιον φυσιολογικό ρόλο στις ρίζες και στα 
φυμάτια που δεν έχει ακόμα εξακριβωθεί [34]. 
 
 
  
Εικόνα 10: Η οργάνωση των γονιδίων των OSCs στο L. japonicus [9]. Τα γονίδια των OSCs στο L. japonicus 
φαίνεται ότι οργανώνονται σε clusters, όπως και τα OSCs γονίδια του A. thaliana [9]. 
Εικόνα 11: Έκφραση των OSCs γονιδίων στους 
διάφορους ιστούς του L. japonicus Gifu B-129.  Για να 
εκτιμηθεί η συσσώρευση των OSCs μεταγράφων έγινε 
RT-PCR ανάλυση. Τα cDNA που χρησιμοποιήθηκαν 
προέρχονταν από τα όργανα ώριμων φυτών L. 
japonicus. Έγινε κανονικοποίηση των δειγμάτων των 
ιστών χρησιμοποιώντας το μετάγραφο της β-
τουμπουλίνης ώστε να μπορεί να γίνει η σύγκριση των 
αποτελεσμάτων [9]. 
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 Η έκφραση της συνθάσης της λουπεόλης σχετίζεται με την δημιουργία φυματίων σε 
διάφορα φυτά [8]. Για παράδειγμα , στο  G. glabra η συνθάση της λουπεόλης εκφράζεται στα 
φυμάτια και σε κύτταρα καλλιέργειας, στα οποία παρατηρείται και η έκφραση της μπετουλίνης 
(betulinic acid) [16]. Η μπετουλίνη είναι μεταβολίτης της λουπεόλης. Στο Vicia faba το 82% των 
διαλυτών οργανικών ενώσεων που βρίσκονται στον εξωτερικό φλοιό των φυματίων αποτελείται 
από μπετουλίνη και άλλο ένα 7% αποτελείται από λουπεόλη [35]. Ακόμη, σε μελέτη των 
γονιδίων που εκφράζονται κατά την δημιουργία φυματίων στο M. truncatula απομονώθηκε ένα 
μέρος μίας OSC αλληλουχίας  [36] η οποία εμφανίζει μεγάλη συγγένεια με τις συνθάσες της 
λουπεόλης [22,23] και εκφράζεται κυρίως στα ριζικά φυμάτια [23]. Το γονίδιο που εκφράζεται 
στα φυμάτια του M. truncatula και έχει ομολογία με την συνθάση της λουπεόλης του A. thaliana 
είναι Nar (nodulation in absence of Rhizobium) παράγοντας, δηλαδή εμπλέκεται στη δημιουργία 
των φυματίων [34].  
 Σε ιn situ ανάλυση που έγινε για τον εντοπισμό του mRNA του OSC3 σε φυμάτια του L. 
japonicus, παρατηρήθηκε ότι αυτό το mRNA συσσωρεύεται κυρίως στο σημείο επαφής του 
φυματίου και της ρίζας [Delis et all, Unpublised Results]. Επίσης, σε μελέτη όπου έγινε 
αποσιώπηση του γονιδίου OSC3 του L. japonicus με ενεργοποίηση του RNAi μηχανισμού, 
έδειξε ότι ο αριθμός των σχηματιζόμενων φυματίων επηρεάζεται από την αποσιώπηση του 
OSC3 [34]. 
 Η περαιτέρω μελέτη της συνθάσης της λουπεόλης OSC3 του L. japonicus, και 
συγκεκριμένα ως αναφορά τον σχηματισμό των φυματίων, είναι επακόλουθο των παραπάνω 
στην αναζήτηση του ρόλου της. 
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1.10. Σχηματισμός φυματίων- ριζόβια βακτήρια 
 
 Η συμβιωτική σχέση ριζοβίου-ψυχανθούς έχει σαν αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός νέου 
φυτικού οργάνου, με ιδιαίτερα μορφολογικά και φυσιολογικά χαρακτηριστικά, που ονομάζεται 
φυμάτιο και φέρεται συνήθως στη ρίζα και σπανιότερα στο βλαστό του ψυχανθούς [39]. Ο όρος 
ριζόβια έχει δοθεί σε μία κατηγορία άλφα-πρωτεοβακτρίων (οικογένεια Rhizobiaceae) τα οποία 
δεσμεύουν άζωτο και δημιουργούν φυμάτια με τα ψυχανθή. Σε αυτή την κατηγορία ανήκουν τα 
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Phyllobacterium, Rhizobium, 
και Sinorhizobium, καθώς και το Agrobacterium [38; pp. 15-18]. Τα ριζόβια είναι Gram-
βακτήρια, υποχρεωτικά αερόβια [34] και συνήθως παρουσιάζουν εξειδίκευση ως προς τα 
ψυχανθή με τα οποία συνάπτουν συμβιωτικές σχέσεις.  
 Τα ριζόβια και τα ψυχανθή πρέπει να αναγνωρίσουν το ένα το άλλο ώστε να αρχίσει η 
διαδικασία της φυματιογένεσης στις ρίζες του ψυχανθούς. Τα ριζόβια παρουσιάζουν θετικό 
χημειοτακτισμό στις εκκρίσεις των ριζών. Σε αυτές τις εκκρίσεις περιλαμβάνονται σε αφθονία 
ουσίες θρεπτικής σημασίας, όπως αμινοξέα και δικαρβοξυλικά οξέα, αλλά και ουσίες σε 
χαμηλότερες συγκεντρώσεις, όπως τα φλαβονοειδή. Τα φλαβονοειδή εν συνεχεία επάγουν την 
έκφραση γονιδίων του ριζοβίου, τα οποία καλούνται nod γονίδια. Τα προϊόντα των nod γονιδίων 
είναι πολύ σημαντικά για τον σχηματισμό του φυματίου και ονομάζονται παράγοντες Nod. Όταν 
ο παράγοντας Nod αναγνωριστεί από τα κύτταρα της ρίζας του ψυχανθούς τότε επάγεται ένας 
συνδυασμός βιοχημικών και μορφολογικών αλλαγών στο φυτό. Σε μελέτη παλαιότερων ερευνών 
που πραγματοποιήθηκαν πάνω σε φυτά μηδικής αναφέρεται η υπόθεση η οποία θέλει τους Nod 
παράγοντες να δρουν σαν ρυθμιστές ανάπτυξης με το να επάγουν έναν ενδογενή μηχανισμό του 
φυτού για σχηματισμό φυματίων, που χρησιμοποιεί σαν ρυθμιστή ενδογενή μόρια με δομή 
ανάλογη των Nod παραγόντων [39,40]. Η διαδικασία του σχηματισμού του φυματίου κατά τα 
πρώιμα στάδια περιγράφεται στην εικόνα 12.  
 Η συμβίωση ριζοβίου-ψυχανθούς ωφελεί και τις δύο πλευρές. Το φυτό παρέχει στα 
ριζόβια ένα περιβάλλον πλούσιο σε πηγές άνθρακα, απαλλαγμένο από τον μικροβιακό 
ανταγωνισμό του εδάφους. Τα ριζόβια προσφέρουν στο φυτό το μεγαλύτερο μέρος των αναγκών 
του σε αφομοιώσιμο άζωτο. Τα ριζόβια βακτήρια παραμένουν μέσα στα μολυσμένα κύτταρα 
των φυματίων και μετατρέπονται σε βακτηριοειδή. Στα μολυσμένα κύτταρα τα κυτταρικά 
οργανίδια συγκεντρώνονται στην περιφέρεια του κυττάρου και ο κεντρικός χώρος 
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καταλαμβάνεται από τα βακτηριοειδή [34]. Τα βακτηριοειδή παράγουν το ενζυμικό σύμπλοκο 
της νιτρογενάσης και με τη δράση του καθηλώνουν το μοριακό άζωτο σε αμμωνία [39]. Η 
αμμωνία εξέρχεται των βακτηριοειδών και μετατρέπεται αμέσως σε αμμωνιακά ιόντα, τα οποία 
στη συνέχεια συμμετέχουν στην παραγωγή της γλουταμίνης από το φυτό. 
 
 
 
 
 Οι Nod παράγοντες που εκκρίνουν τα ριζόβια επάγουν την έκφραση μίας σειράς 
γονιδίων του φυτού. Αυτά τα γονίδια ονομάζονται γονίδια νοντουλινών, διακρίνονται σε πρώιμα 
και όψιμα και τα προϊόντα τους ονομάζονται νοντουλίνες. Οι πρώιμες νοντουλίνες εκφράζονται 
κατά τα πρώτα στάδια της αλληλεπίδρασης φυτού-ριζοβίου και του σχηματισμού του φυματίου. 
Οι όψιμες νοντουλίνες εκφράζονται κατά τα τελευταία στάδια του σχηματισμού του φυματίου, 
και η έκφρασή τους σχετίζεται χρονικά με την έναρξη της αζωτοδέσμευσης [39]. 
Εικόνα 12:  Τα πρώιμα στάδια κατά τον σχηματισμό των φυματίων [41]. 
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 Υπάρχουν δύο ειδών μορφές φυματίων: τα καθορισμένα φυμάτια και τα μη καθορισμένα 
φυμάτια. Οι διαφορές που παρατηρούνται στις δυο μορφές των φυματίων είναι αποτέλεσμα τις 
χρονικής διαρκείας των κυτταρικών διαιρέσεων του μεριστώματος. Το μερίστωμα δημιουργείται 
μετά την είσοδο των ριζοβίων στη ρίζα. Στα μη καθορισμένα φυμάτια η μεριστωματική 
δραστηριότητα είναι παρούσα σε όλη τη διάρκεια της ζωής των φυματίων, των οποίων το σχήμα 
επιμηκύνεται συνεχώς. Αντιθέτως, στα καθορισμένα φυμάτια η μεριστωματική δραστηριότητα 
σταματά μετά το πέρας ενός μικρού χρονικού διαστήματος από την στιγμή της μόλυνσης της 
ρίζας από τα ριζόβια. Το σχήμα των καθορισμένων φυματίων είναι χαρακτηριστικά σφαιρικό 
και η αύξηση του  οφείλεται μόνο στην αύξηση του μεγέθους των κυττάρων και όχι στην 
ανάπτυξη νέων κυττάρων. Το είδος των φυματίων που θα σχηματιστεί στις ρίζες του ψυχανθούς 
εξαρτάται από το είδος του φυτού. Για παράδειγμα το M. truncatula και το P. sativum 
σχηματίζουν μη καθορισμένα φυμάτια, ενώ το L. japonicus σχηματίζει καθορισμένα φυμάτια 
[23,39] (εικόνα 13). 
 
Εικόνα 13: Μολυσμένα κύτταρα 
φυματίων του ψυχανθούς L. japonicus 
γεμάτα με αζωτοδεσμευτικά ριζόβια 
βακτήρια [37]. 
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2. Σκοπός 
 
 Ο σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η μελέτη της έκφρασης της 
συνθάσης της λουπεόλης σε αναπτυσσόμενα φυτά L. japonicus. Για τον σκοπό αυτό έγινε 
απομόνωση ολικού mRNA, ακολούθησε PCR  αντίστροφης μεταγραφής (RT-PCR) και στη 
συνέχεια ανάλυση PCR πραγματικού χρόνου (real time PCR), χρησιμοποιώντας τους 
κατάλληλους εκκινητές για την συνθάση της λουπεόλης. Για τη μελέτη της έκφρασης της 
συνθάσης της λουπεόλης η οποία φαίνεται να έχει σχέση με την δημιουργία των φυματίων, 
αναπτύχθηκαν στο εργαστήριο δύο ομάδες φυτών. Στη μία ομάδα επιτράπηκε η συμβίωση με 
ριζόβια βακτήρια ώστε να σχηματιστούν τα φυμάτια, ενώ στην άλλη ομάδα δόθηκε άζωτο σε 
αφομοιώσιμη μορφή μαζί με το θρεπτικό διάλυμα ποτίσματος (ομάδα control).  
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3.Υλικά και Μέθοδοι 
 
3.1. Το ψυχανθές Lotus japonicus ως φυτικό μοντέλο. 
 
 Ως φυτικό υλικό για τη διεξαγωγή των πειραμάτων που αφορούν στη μελέτη της 
έκφρασης του γονιδίου που κωδικοποιεί για τη συνθάση της λουπεόλης (OSC3), 
χρησιμοποιήθηκε το ψυχανθές Lotus japonicus (οικότυπος Gifu). Για την μελέτη της έκφρασης 
του OSC3 χρησιμοποιήθηκαν ρίζες, βλαστοί και φύλλα ηλικίας 7, 14 και 28 ημερών από μη 
μολυσμένα και μολυσμένα φυτά με το βακτήριο Mesorhizobium loti strain R7A καθώς και 
φυμάτια ηλικίας 14 και 28 ημερών.   
  
 
3.2. Προετοιμασία των σπόρων. 
 
 Για την ομοιόμορφη και γρήγορη βλάστηση των σπερμάτων του L. japonicus είναι 
απαραίτητη η τοποθέτησή τους σε πυκνό θειϊκό (H2SO4) οξύ για 5 λεπτά. Ακολουθούν πέντε 
εκπλύσεις με απιονισμένο κρύο νερό. Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η αποστείρωση των 
σπερμάτων, εμβαπτίζονται σε διάλυμα 2% υποχλωριώδους νατρίου και 0,02% Tween 20 (BDH) 
για 20 λεπτά. Ακολούθως, τα σπέρματα ξεπλένονται 6 φορές με αποστειρωμένο απιονισμένο 
νερό και απλώνονται σε τρυβλία, ο πάτος των οποίων καλύπτεται με 2 φύλλα διηθητικό χαρτί 
Whatmann 3MM, εμποτισμένα με αποστειρωμένο απιονισμένο νερό. Τα τρυβλία αφήνονται στο 
σκοτάδι, σε θερμοκρασία δωματίου για 72 έως 96 ώρες, προκειμένου να πραγματοποιηθεί η 
προβλάστηση των σπερμάτων. 
 
 
3.3. Καλλιέργεια ριζοβίων και μόλυνση φυτών. 
 
      Για τη μόλυνση των φυτών χρησιμοποιείται το ριζόβιο βακτήριο Mesorhizobium loti 
στέλεχος R7A. Τα ριζόβια αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό YM. Η επώαση των καλλιεργειών 
πραγματοποιείται στους 30οC για 72 ώρες. Η μόλυνση των φυτών γίνεται αμέσως μετά την 
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προβλάστηση των σπερμάτων, κατά την διαδικασία της φύτευσης, με τη προσθήκη 500 μl 
εναιωρήματος ριζοβίου σε θρεπτικό διάλυμα YM (OD : 0,1) σε κάθε ριζίδιο από τα 
προβλαστημένα φυτά.  
» YM : σε 1 lt dH2O προστίθενται 10 gr Mannitol, 0,5 gr K2HPO4, 0,2 gr MgSO4.7H2O, 0,1 gr 
NaCl  και 0,5 gr Yeast extract.  
 
 
3.4. Συνθήκες ανάπτυξης και καλλιέργειας του Lotus Japonicus. 
 
 Για την ανάπτυξή τους, τα  νεαρά  έκφυτα  μεταφέρονται σε δοχεία που περιέχουν 
αποστειρωμένο περλίτη και βερμικουλίτη σε αναλογία 1:1  και ποτίζονται με θρεπτικό διάλυμα 
Hoagland. Στην περίπτωση που τα φυτά έχουν μολυνθεί με ριζόβια, χρησιμοποιείται θρεπτικό 
διάλυμα Hoagland χωρίς άζωτο. Τα φυτά τοποθετούνται σε θάλαμο ελεγχόμενων συνθηκών  
(θερμοκρασία 23οC, φωτοπερίοδος 16 ώρες φως / 8 ώρες σκοτάδι).  
 
» Hoagland 100% (σε 1 lt Η2Ο): 2 ml 1 M MgSO4, 1 ml 1M KH2PO4, 1 ml 0.1 M FeEDTA, 10 
ml CaCl2 0.5 M, 5 ml KCl 1 M, 5  ml 1M KNO3, 5 ml 1M Ca(NO3)2.4H20, 1ml διαλύματος 
ιχνοστοιχείων.  
» διάλυμα ιχνοστοιχείων (σε 1 lt H2O): αναμιγνύονται 2.86 gr H3BO3, 1,81 gr MnCl2.4H2O, 0,11 
gr ZnCl2, 0,05 gr CuCl2.H2O, 0,02 gr H2MoO4. 
 
 
3.5. Απομόνωση ολικού RNA από φυτικούς ιστούς (RNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN). 
 
 Χρησιμοποιούνται 100 mg φυτικού ιστού τα οποία ομογενοποιούνται με ελαιοτρίβιση σε 
σωλήνα eppendorf  2 ml μαζί με υγρό άζωτο. 
 Προσθήκη 500 μl buffer RLT [σε 1 ml buffer RLT έχει προστεθεί 10 μl β-
μερκαπτεθανόλη (β-ME)]. 
 Ακολουθεί πολύ καλή ανάδευση σε μηχανικό αναδευτήρα και επώαση στους 56 οC για 
ένα έως τρία λεπτά. 
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  Μεταφορά του δείγματος σε στήλη φυγοκέντρησης QIAshredder, η οποία τοποθετείται 
σε σωλήνα eppendorf  2 ml και φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 2 
λεπτά. 
 Προσεκτικά μεταφέρεται με πιπέτα το υπερκείμενο χωρίς να διαταραχθεί  
  το ίζημα σε νέο σωλήνα eppendorf 1,5 ml. 
 Προσθήκη 250 μl αιθανόλη (96-100 %), το 1/2 του αρχικού όγκου του διαλύματος και 
ανάμιξη με την πιπέτα. 
 Μεταφορά του διαλύματος (750 μl) σε στήλη φυγοκέντρησης RNeasy η οποία 
τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf  2 ml. Φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 2 λεπτά και 
απόρριψη του υπερκείμενου. 
 Προσθήκη 500μl buffer RPE και φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 2 λεπτά. Απόρριψη 
του υπερκείμενου και νέα φυγοκέντρηση στις ίδιες στροφές και λεπτά. Τοποθέτηση της 
στήλης σε νέο σωλήνα eppendorf  1,5 ml.  
 Προσθήκη 50 μl “RNase-free” νερού στο κέντρο της στήλης και φυγοκέντρηση στις 
12000 rpm για 1 λεπτό για έκπλυση του RNA. 
 
 
3.6. Χειρισμός του ολικού RNA με DNάση. 
  
Με αυτή τη μέθοδο απομακρύνεται το γονιδιωματικό DNA που, ίσως, συνυπάρχει με το 
RNA που απομονώθηκε από τον ιστό. Αρχικά προστίθεται DNάση στο αρχικό δείγμα RNA και 
στη συνέχεια γίνεται μεταχείριση με φαινόλη και χλωροφόρμιο για τον “καθαρισμό” του RNA. 
Συνολικά ακολουθούνται τα εξής βήματα :  
 Σε 25,5 μl ολικού RNA που απομονώθηκε με την προηγούμενη διαδικασία προστίθεται: 
3 μl 10Χ ρυθμιστικό διάλυμα DNάσης, 0,5 μl αναστολέα RNase., 1 μl DNάση ελεύθερης 
από RNάσες (1U / μg RNA). 
 Ο τελικός όγκος είναι 30 μl και ακολουθεί επώαση στους 37 οC για 20 λεπτά. 
 Προστίθενται 3 όγκοι αρχικού διαλύματος ddH2O (90 μl) και 4 όγκοι αρχικού 
διαλύματος φαινόλη (120 μl). Το μίγμα αναδεύεται σε μηχανικό αναδευτήρα και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 5 λεπτά. 
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 Η πάνω φάση του υδατικού διαλύματος που προκύπτει (περίπου 120 μl) μεταφέρεται σε 
νέο σωλήνα eppendorf και η ίδια διαδικασία ακολουθείται και κατά την ανάμιξη με 
φαινόλη/χλωροφόρμιο σε αναλογία 1:1 και σε ανάμιξη με ίσο όγκο χλωροφόρμιο. 
 Η κατακρήμνιση του RNA γίνεται με προσθήκη 1/20 του όγκου του διαλύματος 
CH3COONa pH=5,3 και προσθήκη 2,5 όγκων αιθανόλης. Το δείγμα διατηρείται στους –
20οC για 12 ώρες τουλάχιστον ή εναλλακτικά στους –80 οC για 1 ώρα. 
 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 20 λεπτά σε θερμοκρασία 4οC και  
αφαιρείται το υπερκείμενο. 
 Προστίθεται ίσος όγκος αρχικού διαλύματος αιθανόλη 70% και ακολουθεί νέα 
φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 20 λεπτά σε θερμοκρασία 4οC. Αφαιρείται το 
υπερκείμενο και επιπροσθέτως μπορεί να πραγματοποιηθεί και μία δεύτερη 
φυγοκέντρηση για 5 λεπτά για την πλήρη αφαίρεση της αιθανόλης. 
 Το ίζημα αφήνεται να στεγνώσει στον πάγο για περίπου 15 λεπτά και επαναδιαλύεται σε 
21 μl ddH2O. 
 
 
3.7. Προσδιορισμός συγκέντρωσης και καθαρότητας νουκλεϊνικών οξέων. 
 
 Προκειμένου να προσδιοριστεί η συγκέντρωση των νουκλεϊνικών οξέων, 
χρησιμοποιούμε την ποσοτική φωτομετρική ανάλυση. Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στο νόμο των 
Beer και Lambert. Με το νόμο αυτό η απορρόφηση του φωτός από ένα διάλυμα συσχετίζεται με 
τη συγκέντρωση της ουσίας και το μήκος της διαδρομής του φωτός μέσα από το διάλυμα.  
 Σε ειδική κυβέττα χαλαζία, που περιείχε 49 μl dH2O, τοποθετήθηκαν 1 μl δείγματος και 
προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του διαλύματος σε μήκος κύματος 260nm. 
 Η συγκέντρωση των νουκλεινικών οξέων, χωρίς την παρουσία άλλων προσμίξεων, όπως 
πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες, δίνεται από τον τύπο : 
C = O.D.260 * D * συντελεστής αραίωσης, όπου O.D. είναι η απορρόφηση του δείγματος 
στα 260nm και D είναι η σταθερά που εξαρτάται από το είδος του νουκλεϊνικού οξέος. 
Σε καθαρά διαλύματα DNA η σταθερά D ισούται με 50 mg/ml, σε διαλύματα RNA 
ισούται με 40 mg/ml, ενώ στην περίπτωση ολιγονουκλεοτιδίων ισούται με 30 mg/ml. 
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 Προκειμένου να υπολογιστεί η καθαρότητα ενός δείγματος νουκλεϊνικών οξέων, 
υπολογίζονται οι λόγοι O.D.260/O.D.280 και O.D.240/O.D.260. Όταν η τιμή του πρώτου 
λόγου κυμαίνεται μεταξύ 1,8 – 2,0 και του δεύτερου στο 0,5, τότε το δείγμα θεωρείται 
ικανοποιητικής καθαρότητας. 
 
 
3.8.α. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR). 
 
Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) είναι ο in vitro πολλαπλασιασμός 
αλληλουχιών DNA με ταυτόχρονη επέκταση των δύο συμπληρωματικών αλυσίδων. Η 
διαδικασία περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενους κύκλους σε διαφορετικές θερμοκρασίες, με 
γρήγορη μετάβαση από τη μια θερμοκρασία στην άλλη.  Σε χρονικό διάστημα ολίγων ωρών, η 
συγκεκριμένη περιοχή του DNA που επεκτείνεται (DNA στόχος), πολλαπλασιάζεται σε ένα 
μεγάλο αριθμό αντιγράφων. Τα απαραίτητα αντιδραστήρια για την PCR είναι DNA στόχος, 
εκκινητές  “primers”, τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια, ένζυμο Taq DNA πολυμεράση, 
ιόντα Mg++ απαραίτητα για την ενζυμική δράση και κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα pH ≈ 8.2 
για τη δράση του ενζύμου. 
Το DNA στόχος, πολλαπλασιάζεται  μετά από πολλαπλές αντιγραφές, σε σημείο που να 
είναι ανιχνεύσιμο. Το DNA στόχος αποτελεί το πρότυπο DNA στην αλυσιδωτή αντίδραση της 
πολυμεράσης και ως αφετηρίες χρησιμοποιούνται 2 συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (18-22 
βάσεων) που έχουν δομή συμπληρωματική προς τις πλευρικές αλληλουχίες του DNA στόχου, το 
καθένα αντίστοιχα προς τον ένα κλώνο του στόχου και με αντίθετη κατεύθυνση.  
 Κάθε κύκλος περιλαμβάνει: 
 Θέρμανση σε υψηλή θερμοκρασία (93 – 95οC) ώστε να αποδιαταχθεί το DNA 
(denaturation step) και από δίκλωνο μετατρέπεται σε μονόκλωνο. 
 Θερμοκρασία υβριδισμού (annealing step), προκειμένου οι εκκινητές να υβριδίσουν με 
το DNA. Η θερμοκρασία υβριδισμού εξαρτάται από το μήκος του εκκινητή και την 
περιεκτικότητά του σε G και C. Ένας τρόπος υπολογισμού της θερμοκρασίας του 
εκκινητή είναι μέσω του τύπου Tm = 2(A+T) + 4(C+G). Η θερμοκρασία του υβριδισμού 
είναι τελικά 5οC κάτω από τον μέσο όρο των τιμών  Tm των δύο εκκινητών της 
αντίδρασης.  
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 Θερμοκρασία επιμήκυνσης ή πολυμερισμού (extention step). Κατά τη διάρκεια αυτού 
του βήματος λαμβάνει χώρα η σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας του DNA, με τη 
δράση της DNA πολυμεράσης. Έτσι σχηματίζονται δύο καινούργιες άλυσοι ή κλώνοι 
DNA συμπληρωματικές προς αυτές των δύο κλώνων του προτύπου DNA με αποτέλεσμα 
το διπλασιασμό του DNA στόχου.  
Η διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω επαναλαμβάνεται για 25 – 30 κύκλους 
συνήθως. Κατά τη διάρκεια των κύκλων η παραγωγή των προϊόντων της αντίδρασης γίνεται με 
εκθετικό ρυθμό, εφόσον βέβαια δεν παρουσιαστούν περιοριστικοί παράγοντες, όπως για 
παράδειγμα έλλειψη νουκλεοτιδίων. Η PCR βρίσκει εφαρμογή σε πολλούς τομείς και, 
τελευταία, έχουν αναπτυχθεί πολλές παραλλαγές της παραπάνω βασικής αντίδρασης. Μία 
ευρέως χρησιμοποιούμενη παραλλαγή είναι η RT-PCR, κατά την οποία χρησιμοποιείται - ως 
μήτρα για ενίσχυση - RNA, το οποίο πρώτα μεταγράφεται σε cDNA με τη βοήθεια του ενζύμου 
αντίστροφη μεταγραφάση (Reverse transcriptase).  
 
 
3.8.β.PCR για τον έλεγχο ύπαρξης γενωμικού DNA. 
 
 Πραγματοποιείται η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης στο ολικό RNA που 
απομονώθηκε για να διαπιστωθεί τυχόν ύπαρξη DNA. Για αυτό το σκοπό θα ενισχυθεί το 
γονίδιο της ουμπικουϊτίνης το οποίο εκφράζεται σε όλους τους φυτικούς ιστούς.  
 Σε σωλήνα eppendorf  προστίθενται τα παρακάτω σε τελικό όγκο 20μl. 
∙ 15,42 μl ddH2O 
∙ 2 μl 10Χ ρυθμιστικό διάλυμα Kapa Taq 
∙ 0,4 μl μίγμα dNTPs 
∙ 0,5 μl ολικό RNA 
∙ 0,8 μl εκκινητής έμπροσθεν 
∙ 0,8 μl εκκινητής ανάστροφος 
∙ 0,08 μl DNA πολυμεράση kapa Taq (1 Unit/μl) 
 Το μίγμα αναμιγνύεται με γρήγορη φυγοκέντρηση και τοποθετείται στη συσκευή PCR, 
προκειμένου να εκτελεστεί το παρακάτω πρόγραμμα: 
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 Θερμοκρασία Χρόνος Αρ. κύκλων 
Αρχική αποδιάταξη 95 οC 2 λεπτά 1 
Αποδιάταξη αλυσίδων DNA 95 οC 30 δευτερόλεπτα 35 
Υβριδισμός εκκινητών  30 δευτερόλεπτα 35 
Σύνθεση νέων αλυσίδων DNA 72 οC 30 δευτερόλεπτα 35 
Τελική επιμήκυνση 72 οC 10 λεπτά 1 
 
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για να ενισχύσουν το γονίδιο της ουμπικουϊτίνης 
είναι:  
εκκινητής έμπροσθεν Lj UbiF: 5’-TTC ACC TTG TGC TCC GTC TTC-3’ 
εκκινητής ανάστροφος Lj UbiR: 5’-AAC AAC AGC ACA CAC AGC CAA TCC-3’ 
 
 Μετά το τέλος της διαδικασίας το προϊόν της PCR αναλύεται σε πηκτή αγαρόζης. 
 
 
3.9. Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης με χρήση της αντίστροφης μεταγραφάσης.  
 
 Στην PCR αντίστροφης μεταγραφής (RT-PCR) ως αρχικό δείγμα χρησιμοποιείται το 
ολικό RNA το οποίο μετατρέπεται σε cDNA παρουσία του ενζύμου της αντίστροφης 
μεταγραφάσης (reverse transcriptase). Για τη μεταγραφή αυτή χρησιμοποιούνται τυχαία εξαμερή 
ή εννιαμερή όλιγοdTs και το cDNA που θα παραχθεί θα χρησιμοποιηθεί ως εκμαγείο για την 
DNA πολυμεράση στη συνήθη τεχνική της PCR. Εξελίξεις στην RT-PCR περιλαμβάνουν την 
ανάπτυξη απλών πρωτοκόλλων στα οποία η σύνθεση cDNA και η αντίδραση PCR εκτελούνται 
σε ένα στάδιο (one step RT-PCR). Τα πρωτόκολλα αυτά βασίζονται στην αξιοποίηση της διπλής 
ιδιότητας ορισμένων θερμοσταθερών DNA πολυμερασών όπως η T.Thermophilus (Tth) DNA 
πολυμεράση να μεταγράψουν αντίστροφα RNA παρουσία Mn2+, ενώ ταυτόχρονα δρουν και ως 
DNA πολυμεράσες.  
 Η σύνθεση του cDNA έγινε χρησιμοποιώντας το πρωτόκολλο ImProm-II™ Reverse 
Transcription System της εταιρίας Promega και πραγματοποιείται σε ένα στάδιο. 
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 Αρχικά σε σωλήνα eppendorf  τοποθετούνται τα παρακάτω συστατικά 
∙ 1 ng – 5 mg ολικού RNA 
∙ 1 μl oligo(dT)15 primer (0,5 mg / αντίδραση) 
∙ δις απεσταγμένο νερό (ddH2O) μέχρι τελικό όγκο 5 μl. 
 Το παραπάνω μίγμα φυγοκεντρείται γρήγορα και θερμαίνεται στους 70 οC για πέντε 
λεπτά. 
 Τοποθετείται αμέσως στον πάγο για 5 λεπτά, φυγοκεντρείται γρήγορα και διατηρείται 
στον πάγο μέχρι να ετοιμαστεί το επόμενο μίγμα. 
 Σε δεύτερο σωλήνα eppendorf  δημιουργείται το μίγμα της αντίδρασης με την 
αντίστροφη μεταγραφάση το οποίο περιέχει τα παρακάτω συστατικά 
∙ ddH2O μέχρι τελικό όγκο 15 μl 
∙ 4 μl ImProm-II™ 5X Reaction Buffer 
∙ 0,5 μl MgCl2 (final concentration 1.5–8.0mM) 
∙ 1 μl dNTPs Mix (final concentration 0.5mM each dNTP) 
∙ 1 μl αναστολέας RNάσης (20 units) 
∙ 1 μl ImProm-II™ αντίστροφη μεταγραφάση 
 Το παραπάνω μίγμα φυγοκεντρείται γρήγορα και προστίθεται στο πρώτο σωλήνα 
eppendorf  ο οποίος περιέχει το αρχικό δείγμα. Έτσι προκύπτει τελικός όγκος 20 
μl. 
 Το τελικό διάλυμα τοποθετείται στην συσκευή PCR όπου πραγματοποιούνται τα 
παρακάτω στάδια: 
Θερμοκρασία Χρόνος 
25 ο C 5 λεπτά 
42 ο C 60 λεπτά 
70 ο C 15 λεπτά 
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3.10. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real time PCR). 
 
 Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real-time PCR) ή αλλιώς 
και ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (qPCR) είναι μια μέθοδος που βασίζεται στην 
PCR και χρησιμοποιείται για να ενισχύσει τμήματα DNA και η οποία επιτρέπει την 
ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων αλληλουχιών-στόχων. Επιτρέπει την ανίχνευση και 
ποσοτικοποίηση πολλαπλών τμημάτων DNA σε απόλυτο αριθμό με τη χρήση προτύπων 
διαφόρων συγκεντρώσεων DNA. Η μέτρηση της ποσότητας του προϊόντος πραγματοποιείται 
καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, μέσω της παρακολούθησης της αύξησης του φθορισμού 
κάποιας φθορίζουσας ουσίας. Στη συγκεκριμένη περίπτωση ο φθορισμός μετριέται σε κάθε 
κύκλο της PCR, με αποτέλεσμα να προκύπτει μια καμπύλη ενίσχυσης (amplification plot), 
γεγονός που επιτρέπει στον ερευνητή να παρακολουθεί όλη τη διαδικασία της αντίδρασης. Η 
αύξηση του σήματος φθορισμού είναι ανάλογη του συντιθέμενου προϊόντος και σχετίζεται 
άμεσα με την ποσότητα του αρχικού υποστρώματος. 
 Πολλές φορές η real-time PCR συνδυάζεται με την πρότερη μετατροπή μιας ποσότητας 
RNA σε DNA, χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της  αντίστροφης μεταγραφής, με σκοπό κυρίως την 
μελέτη των επιπέδων έκφρασης γονιδίων. Στη βασική έρευνα χρησιμοποιείται για την 
ποσοτικοποίηση και παρακολούθηση της διαφορικής έκφρασης γονιδίων-στόχων μετά από 
μεταχειρίσεις ή για την αναπτυξιακή μελέτη των επιπέδων έκφρασης γονιδίων-στόχων. 
 
Επιλογή των εκκινητών 
 
Οι αλληλουχίες γονιδίων που κωδικοποιούσαν για τα ίδια ένζυμα του βιοχημικού 
μονοπατιού ομοπαρατέθηκαν με τον αλγόριθμο ClustalW. Οι εκκινητές επιλέχθηκαν σε μη 
συντηρημένες περιοχές των γονιδίων, ώστε να αποφευχθεί ο μη εξειδικευμένος υβριδισμός των 
εκκινητών. Σε περιπτώσεις μη επικαλυπτόμενων αλληλουχιών που κωδικοποιούσαν για το ίδιο 
γονίδιο οι εκκινητές επαναδιερευνήθηκαν με τον αλγόριθμο BLAST σε όλες τις γονιδιακές 
βάσεις δεδομένων. Τελικά επιλέχθηκαν εκκινητές που υβρίδισαν πλήρως μόνο με την 
αλληλουχία που μας ενδιέφερε στο φυτό L. japonicus.   
Η επιλογή των εκκινητών πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του εξειδικευμένου 
προγράμματος επιλογής εκκινητών Beacon designer v7.0. Το μέγεθος των ενισχυόμενων 
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τμημάτων ήταν περίπου 100 ζεύγη βάσεων. Οι εκκινητές επιλέχθηκαν με τέτοιο τρόπο ώστε να 
αποφευχθεί ο σχηματισμός ομοδιμερών ή ετεροδιμερών. Η δημιουργία ομο- και ετερο-διμερών 
από τους εκκινητές έχει ως αποτέλεσμα την εκπομπή μη εξειδικευμένου φθορισμού κατά την 
αντίδραση της PCR πραγματικού χρόνου.  
Οι εκκινητές οι οποίοι χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής: 
Σύμβολο εκκινητή Νουκλεοτιδική αλληλουχία εκκινητή 
RtUbi, forward 5’-TTC ACC TTG TGC TCC GTC TTC-3’    
 
RtUbi, reverse 5’-AAC AAC AGC ACA CAC AGC CAA TCC-3’ 
 
RtOSC3, forward 5’-TCA GAG GCT TAC AAA CTT CAT TTA G-3’ 
RtOSC3, reverse 5’-TGT TGG TCC ATA CTC TTC ACT C-3’ 
 
Αντίδραση της real time PCR. 
 
      Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν με το θερμοκρασιακό πρόγραμμα που φαίνεται στην 
εικόνα 14, σε συσκευή Mx3005P (Stratagene) και καταγράφηκαν για 45 κύκλους. 
 
 
  Στο τέλος κάθε αντίδρασης ακολουθεί η παρακολούθηση της καμπύλης αποδιάταξης 
βάση της οποίας επιβεβαιώνεται η ύπαρξη ενός μόνο προϊόντος στην κάθε αντίδρασης. Σε όλες 
Εικόνα 14: Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε  για την real time PCR. 
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τις περιπτώσεις το μίγμα της αντίδρασης προετοιμάστηκε σύμφωνα με τις οδηγίες της 
κατασκευάστριας εταιρίας (Stratagene), ενώ στην τελική αντίδραση χρησιμοποιήθηκε η 
χρωστική αναφοράς ROX.  Μετά το τέλος των αντιδράσεων τα δεδομένα εξάχθηκαν με τη 
μορφή πινάκων και επεξεργάζονταν με τη χρήση του προγράμματος LinRegPCR προκειμένου 
να προσδιοριστούν η αποτελεσματικότητα των εκκινητών (efficiency) της κάθε αντίδρασης 
αλλά και ο αριθμός των κύκλων ορίου (Ct), ο οποίος αντιπροσωπεύει των αριθμό των κύκλων 
της αντίδρασης πάνω από τους οποίους είναι δυνατή η ανίχνευση φθορισμού. Για κάθε μία από 
τις βιολογικές επαναλήψεις πραγματοποιήθηκαν τρεις τεχνικές επαναλήψεις. Στη συνέχεια 
πραγματοποιήθηκε στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων. 
Αρχικά πραγματοποιήθηκε η PCR πραγματικού χρόνου για το γονίδιο της 
ουμπικουϊτίνης ώστε να γίνει κανονικοποίηση – ποσοτικοποίηση στα αρχικά δείγματα cDNA. 
Για το σκοπό αυτό σε optical tubes προστέθηκαν τα παρακάτω αντιδραστήρια μέχρι τελικό όγκο 
20 μl. 
 10 μl 2X buffer 
 0,8μl εκκινητής έμπροσθεν 
 0,8μl εκκινητής ανάστροφος 
 1 μl cDNA (αραιωμένο 1:10) 
 0,4 μl χρωστική αναφοράς ROX 
 7μl ddH2O 
Παρακολουθώντας την έκφραση του γονιδίου της ουμπικουϊτίνης σε κάθε δείγμα 
βλέπουμε την πυκνότητα του cDNA που πήραμε από κάθε ιστό και κάνοντας τις κατάλληλες 
αραιώσεις ισοσκελίζουμε τις συγκεντρώσεις cDNA από κάθε δείγμα. Στη συνέχεια 
πραγματοποιείται η PCR πραγματικού χρόνου για το γονίδιο OSC3, για να διαπιστωθεί η 
έκφραση του σε κάθε ιστό και σε κάθε ηλικία του φυτού.  
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4. Αποτελέσματα 
  
 Η ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου της συνθάσης της λουπεόλης OSC3 
πραγματοποιήθηκε σε τρία αναπτυξιακά στάδια του φυτού L. Japonicus (7, 14 και 28 ημέρες 
μετά το φύτευμα). Στα ίδια αναπτυξιακά στάδια έγινε μελέτη της συσχέτισης της μόλυνσης από 
ριζόβιο Mesorhizobium loti με την έκφραση του OSC3. Για την διεξαγωγή του πειράματος 
απομονώθηκε ολικό RNA από τις ρίζες, τα φύλλα και τα φυμάτια. Πραγματοποιήθηκε PCR 
αντίστροφης μεταγραφής (RT-PCR) και ακολούθησε ανάλυση PCR πραγματικού χρόνου (real 
time PCR) ώστε να ανιχνευθούν τα επίπεδα έκφρασης του OSC3.  Μετάγραφα του OSC3 
βρέθηκαν σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια που μελετήθηκαν αλλά όχι σε όλους τους ιστούς. 
 Στα μη μολυσμένα με ριζόβια φυτά (γράφημα 1) η έκφραση της συνθάσης της 
λουπεόλης είναι μεγαλύτερη στις ρίζες των 28 ημερών. Η χαμηλότερη έκφραση του ενζύμου 
αναφέρεται στις ρίζες 14 ημερών. Στα φύλα δεν ανιχνεύτηκαν μετάγραφα του OSC3.  
  
 
 
 Στα μολυσμένα με ριζόβια φυτά (γράφημα 2) τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης 
εντοπίζονται στις ρίζες και στα φυμάτια των 14 ημερών. Η έκφραση του OSC3 στις ρίζες των 
Γράφημα 1: Επίπεδα έκφρασης του OSC3  σε μη μολυσμένα με ριζόβια φυτά L. Japonicus. 
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μολυσμένων φυτών 14 ημερών έχει επαχθεί σημαντικά σε σχέση με την έκφραση του OSC3 στις 
ρίζες των μη μολυσμένων φυτών 14 ημερών. Στις ρίζες μολυσμένων με ριζόβια φυτών 7 και 28 
ημερών ανιχνεύτηκαν τα χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης του ενζύμου. Και στην ομάδα των 
μολυσμένων με ριζόβια φυτών, δεν ανιχνεύτηκαν μετάγραφα  του γονιδίου στα φύλα. 
 
 
 
 Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της 
συνθάσης της λουπεόλης  στα διάφορα αναπτυξιακά στάδια επηρεάζονται από την παρουσία του 
ριζοβίου. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Γράφημα 2: Επίπεδα έκφρασης του OSC3  σε μολυσμένα με ριζόβια φυτά L. Japonicus. 
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